




























































































































の密接な相互関係を「 シンドロームX」 とし 11)、Kaplanは、肥満、高中性脂
肪血症、耐糖能低下、高血圧の集積を「 死の四重奏(deadly quartet)」 とした
12)。さらに、WHOが、インスリン抵抗性と耐糖能異常、脂質異常症、高血
圧、肥満、アルブミン尿などの症状の内、少なく とも 2つ以上あてはまる状態





















































































































ンである IL-1は、ERK を介し IRSの発現を転写レベルで減少させることや、

























































350 nmである。レチノールを 325 nmで励起すると、 470 nmの蛍光を発す
る。このことから、吸光度や蛍光を用いたレチノイドやカロテノイドの定量は

































































GK ラットの特徴として、非肥満型・ インスリン分泌不全・ 網膜症・ 腎障害・



























欠損ラット （ Zucker ラット ） とコレシストキニン A 受容体遺伝子変異ラット
































4週齢雄性のWistar ラット 12匹と 4週齢雄性のGK ラット 12匹を日本クレ
アより購入した。環境に適応させるため個別ケージにて標準飼料である AIN-
93G を与え、自由摂食・ 自由摂水にて一週間予備飼育を行った。明暗サイクル
は、 12 時間。室温は、 23 、湿度 50%±5%。予備飼育一週間後に体重を測定
し、各群で体重のバラつきがないように 4 つの群にグルー プ分けを行った。与
えた飼料は、Wistar ラットに標準飼料である AIN-93G42)を与えたコントロール
群、Wistar ラットに高脂肪食(40%fat  kcal)を与えた肥満群、GK ラットにAIN-
93G を与えたインスリン抵抗性群、GK ラットに高脂肪食(40%fat  kcal)を与え
た群の計4群(n=6)で、それぞれの飼料で10週間飼育を行った。高脂肪食(40%fat 
kcal)に用いた油は、ビタミン Aの含有量が非常に微量である牛脂43)を用い、飼









































































デ ターは、平均±標準偏差（ mean±SD） で示した。
統計解析は、まず各群の分散が等しいことを levene test にて確認した。
Levene testの結果、有意差が認められた場合には、 Log変換を行った。
Levene test にて独立した多群の分散（ 母分散） が等しいことを確認した後、
Two-way ANOVA法にて主効果と交互作用について判定した。
さらに多群間の比較には、 Tukeyの多重比較検定を、 2群間の比較には
Student s t -test を用いた。いずれも P<0.01で有意差と判定した。




























Table 2  Results of the growth parameters, tissue weight, and serum glucose analysis
Experimental groups Two-way ANOVA
Wistar GK Factors Interactions
Control HFD Control HFD Animal Diet Animal ×Diet
Final body weight(g) 266.4±9.6a 296.3±9.6b 277.1±8.6abc 299.3±10.0b p=0.051 p＜0.001 p=0.342
Food intake(g/day) 12.7±0.2 12.0±0.3 12.7±0.2 12.1±0.7 p=0.662 p=0.002 p=0.951
Adipose tissue(g) 1 7.2±1.1a 8.6±1.2ab 4.4±0.5a 6.2±0.6ac p＜0.001 p=0.001 p=0.580
Glucose(mg/ dl) 143.2±6.0a 150.6±23.4a 292.8±29.7b 263.7±27.9b p＜0.001 p=0.964 p=0.093
The control and high fat diet were given for 10 weeks.
Values are expressed as means ±SD (n=6 per group). The data were tested using Two-way ANOVA. The Tukey-
Kramer test was used for mult iple comparisons among the means. Within a row, significantly different values are 
marked with different superscript letters (a-c) when significant interact ion was observed (p＜0.01).








































ト タール液量を決定し、それに合わせて 4×buffer と mill i-Qを加える。
上記の方法で調整したサンプルをWestern blott ing法のサンプルとして用い
た。
３． Western blott ing
12%のSDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行った。ゲルをメタノール
処理したPVDF メンブレンで500V、 20mA、 1時間の条件で転写を行った。




HRP標識された抗rabbit  IgG抗体を添加し、室温にて 1時間反応させる。そ






























Total RNAの抽出は、RNAiso Plus（ Takara） のプロトコールに基づいて
行った。凍結保存した肝臓、脂肪組織、腎臓を 1g切り出し、RNAiso Plusを
1ml加えてホモジナイズした後、室温で 5分間静置した。 12,000×g 、 4で
5分間遠心を行い、上清を新しい遠心チューブに移した。
クロロホルムを開始容量（ ホモジナイズに用いたRNAiso Plusの液量） の 0.2







その後、PrimeScriptRT Master Mix(Takara)を用いて、 cDNAへと変換した
mRNA発現量の測定器には、 Light Cycler real-t ime PCR (Roche)を用い、





















































血清0.5ml を褐色試験管に採り、 0.15%BHTを含むエタノールを 1ml加え
る。そこに窒素ガスを置換してボルテックスで 10秒間撹拌した。そこへ更に
n-ヘキサンを 6ml加え、再び、窒素ガスを置換しボルテックスで 1分間撹拌し
た。その後、 2500rpmで5分間遠心し、上清（ ヘキサン） を 4ml分取して褐
色スピッツに移した。それをエバポレ ターーで約40分間濃縮乾固し、エタノ























各臓器を 1g精秤し、生理食塩水を加えながらホモジナイズして 6ml にメ
スアップした。その懸濁液をボルテックスでよく撹拌し、 0.5ml を褐色試験管
に採り、そこに0.15%BHTを含むエタノールを 1ml加えた。窒素ガスを置換





























（ ３） 高速液体クロマトグラフィ （ー HPLC） 測定条件
高速液体クロマトグラフィ （ー HPLC） は、 LC-2000Plus（ Jasco） のシステ
ムを用いて測定した。
それぞれ抽出したサンプルを20µl測定に供した。カラムは、Wakosil I I
5C18AR; 4.6 mm × 250 mmを用い、流速は、 1.0ml/min。 325nmと470nm波
長でレチノールとレチニルパルミテイト量を測定した。











































































Total RNAの抽出は、RNAiso Plus（ Takara） のプロトコールに基づいて行
った。凍結保存した肝臓、脂肪組織、腎臓を 1g切り出し、RNAiso Plusを
1ml加えてホモジナイズした後、室温で 5分間静置した。 12,000×g 、 4で
5分間遠心を行い、上清を新しい遠心チューブに移した。
クロロホルムを開始容量（ ホモジナイズに用いたRNAiso Plusの液量） の 0.2







その後、PrimeScriptRT Master Mix(Takara)を用いて、 cDNAへと変換した
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In si l ico analysisにて、PSMB1のリン酸化サイトを reference数が5報以上




In sil ico analysisの結果から、推定上のリン酸化サイトである Y149のリン
酸化サイトに着目した。
Y149のリン酸化サイトに注目した理由として、 Y149に隣接したアミノ酸のシ










































レチノール結合タンパク質（ Retinol Binding Protein 4） は主に肝臓から合成
され、ビタミン A（ Retinol） と結合してビタミン Aを末梢組織へ輸送するのに
重要な役割をしているタンパク質である。近年、KahnらがRBP4は肝臓のみな
らず、脂肪組織でも発現・分泌されることや、肥満に起因したインスリン抵抗性
を伴う糖尿病（ 2 型糖尿病） 状態では脂肪組織由来のRBP4 発現量が増加して























Control)、また高脂肪食（ 40％脂肪） を給餌した群を肥満群（ Wistar-HFD） と
し、高脂肪食による影響の解析群とした。一方、非肥満型2型糖尿病モデルラッ
トであるGK ラットにAIN-93G を給餌した群を糖尿病群（ GK-Control）、GK








































血中 ret inol の輸送にも影響が出ている可能性があると考えた。そこで、血中
ret inol 量および、主要なビタミン A 代謝臓器である肝臓、腎臓、脂肪組織の
ret inol量とその貯蔵型である ret inyl palmitate量を測定した。
常法に従い、 ret inol、および、 ret inyl palmitateを試料より抽出し HPLC法に
より定量解析を行った。その結果、血中ret inol量は、肥満・ 糖尿病のどちらも
コントロール群と比較して有意に減少していた。従って、 ret inol と結合しない
RBP4（ アポ型 RBP4） が増加していることが示唆された。さらに、肝臓中の
ret inol量はコントロール・糖尿病群共に高脂肪食により有意に減少した。また、
肝臓中のret inyl palmitate量については、ret inol と同様の挙動を示した。一方、
脂肪組織では、コントロール群では高脂肪食の影響を受けなかったものの、糖尿
病群では高脂肪食により ret inol量は有意に増加し、ret inyl palmitate量につい
ては、 ret inol と同様の挙動を示した。さらに、腎臓では、高脂肪食による影響





Retinolはret inal を経て ret inoic acidへと代謝され核内受容体を介して細胞の
分化・増殖などの遺伝子発現を制御することが知られている。そこで、活性本体
である ret inoic acidについて解析した。はじめに ret inoic acidへ変換させる酵

















knockdown 3T3-L1 adipocytes） を用いて、RBP4の転写機構を解析した結果、
これまでプロテアソーム構成因子として知られていた20 S proteasome suunit  






































Oesity is caused mainly y consumpt ion of a diet  with excessive 
calories and is a common risk factor for mult iple disorders, including insulin 
resistance, type 2 diaetes, and cardiovascular diseases. Recent studies have 
shown that adipose tissue is an act ive part icipant  in the regulation of 
endocrine funct ion as it  secretes adipokines, such as lept in, TNF-alpha, 
adiponectin, resist in, angiotensinogen, and PAI -1. In oesity, an excess 
amount of l ipid accumulates in adipose t issue leading to an increase of the fat  
mass and susequent ly to its dysfunct ion.
Retinol-inding protein (RBP4) is a 21 kDa protein that is synthesized 
primari ly in the l iver and white adipose t issue, where i t inds to vitamin A 
(ret inol) and is then secreted into the circulat ion. In addit ion to its role as a 
ret inol carrier protein, studies have revealed that the level of RBP4 
expression is increased in adipose t issue specific glucose t ransporter 4 
(GLUT4) knockout mice. The increase in serum RBP4 level correlates with 
insulin resistance, with the inverse effect eing oserved fol lowing 
administrat ion of an insulin-sensit izing drug. Therefore, RBP4 is now 
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recognized as an adipokine that  may influence insulin resistance.
Previous studies have shown that oth genet ically diaet ic and high-fat 
diet  (HFD) animal models have high levels of serum RBP4. However, in these 
models, animals fed a high-fat diet also had diaet ic symptoms. As a 
consequence, it  remains uncertain whether RBP4 concentrat ion is influenced 
y a high-fat diet or y the diaetic state. 
Several animal models have een developed to study type 2 diaetes. One 
of the most common models, the o/o mouse, is lept in-deficient and shows an 
associat ion etween hyperglycemia and oesity with insulin resistance. In 
contrast , Goto-Kakizaki (GK) rats are a non-oese diaetic model, estalished 
originally y repeated inreeding from Wistar rats selected at  the upper l imit  
of the normal distr iut ion for glucose tolerance. The GK rat  is characterized 
y progressive loss of -cel ls in the pancreat ic islets associated with firosis. 
The main symptom of the GK rat  is impaired insulin secret ion and insulin 
resistance, with nephropathy and peripheral neuropathy occurring as 
complicat ions. Therefore, accumulat ion of l ipid (oesity) in adipose t issue is 
not the main cause of the effect of oesity on RBP4 levels or vitamin A 
metaolism in type 2 diaetes.
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The impact of increasing RBP4 levels on whole ody vitamin A 
metaolism is also uncertain. The purpose of this study was to evaluate the 
effect of a HFD and type 2 diaetes on RBP4 expression and vitamin A 
metaolism in GK rats and rats fed a HFD. We report that GK rats have 
increased serum RBP4 levels. However, a HFD had no effect on serum RBP4 
levels. Most interest ingly, liver ret inol metaolism was affected y a HFD, 
whereas kidney ret inol metaolism was influenced markedly y diaetes. 
This is the first t ime that  kidney ret inol metaolism has een shown to e 
affected y type 2 diaetes.
Oesity is caused mainly y a high intake of fat and is known as a strong 
nutr it ional factor for causing diaetes. On the other hand, diaetes is a 
mult i factorial disease and is affected y various environmental factors in 
addit ion to genetic factors. The two diseases are often considered to e related 
through the development of insulin resistance. I t  is also well  documented in 
animal models that  a HFD induces insulin resistance. The comination of 
accumulat ion of fat in the pancreas, reduced locomotor  act ivity, and impaired 
vasorelaxation induces insulin resistance. On the other hand, Kahn et al. 
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identified that the adipocytokine, RBP4, induces insulin resistance. However, 
whether oesity or diaetes is the main reason for the increase in RBP4 
remains unknown.
Serum RBP4 is the sole specific t ransporter protein for ret inol (vitamin 
A) in the circulat ion, and its single known funct ion is to del iver ret inol to 
t issues. However, the dynamics of ret inol in oesity and diaetes remain 
unclear. We therefore performed an analysis of RBP4 and vitamin A 
metaoli tes using a diet -induced oesity model and a non-oese type 2 
diaetes model. In this study, the GK rat  was used as a non-oese type 2 
diaetes spontaneous model, while Wistar rats, a counter-part of GK rats, 
were given 40% fat for 10 weeks to estalish a diet -induced oesity model. To 
avoid differences in vitamin A intake in the HFD and control diets we chose 
eef tallow ecause it  contains very small amounts of vitamin A. Our results 
confirmed that two types of models, a non-oese diaetes rat  (GK-Cont) and 
non-diaetic oese rat (Wistar-HFD) had een estalished. These animal 
models could e used in further analysis of vitamin A metaolism.
Using these two models, we first  analyzed serum RBP4 and ret inol, and 
showed that serum RBP4 was increased significantly in GK rats (Fig. 1A). We 
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therefore concluded that an elevation in serum RBP4 was more related to 
diabetes than obesity. Similar results have been reported by Kahn et al. who 
showed that increased serum RBP4 levels were associated with insulin 
resistance independent of obesity.
Because it  is known that  ret inol is mobilized from the liver to extrahepatic 
t issues via RBP4 secreted into the circulation (holo-form), base on our results 
we hypothesized that  the RBP4 we measured in our experiments was the apo-
form. However, a similar decrease in serum ret inol level was observed in 
diabetes and obesity. Hyperglycemia and loss of -cell mass are observed in 
associat ion with decreases in serum ret inol and therefore we suggest that 
impaired -cell part ially may lead to a low serum ret inol in GK rats. 
Because adipose t issue, l iver, and kidney are the major sites of RBP4 
expression, we investigated these organs to explain the decrease in ret inol 
levels. Organ-specific responses of ret inol metabolism and expression of RBP4 
and ret inol-related gene expression were observed in adipose t issue, l iver, and 
kidney. I t  has been reported previously that elevated serum RBP4 derived 
from adipose t issue induces an inflammatory cytokine. These findings 
indicate RBP4 is a diabetic marker. Our results showed there was a
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significant increase in RBP4 gene expression in the adipose t issue of GK rats 
(Fig. 3B), leading us to conclude that  elevations in serum RBP4 level were 
produced by adipose t issue. 
We also observed that ret inol in adipose tissue was increased by both 
obesity and diabetes. Moreover, gene expression levels of Raldh were 
decreased significantly by diabetes, indicat ing that product ion of ret inoic acid 
was suppressed. However, we did not  observe a significant difference in 
RAR expression. Retinoic acid is known to improve insulin sensit ivi ty and 
we hypothesize that ret inoic acid product ion may be inhibited in diabetic 
adipose t issue. Further analysis needs to be conducted to confirm this 
possibi l i ty.
In contrast to adipose t issue, the ret inol content  in l iver was decreased 
significantly in obese rats compared to diabetic rats without affect ing RBP4 
or Raldh gene expression. In theory, dietary ret inol is absorbed in the small 
intest ine, with up to 90% of total body ret inol being stored in the liver. We 
therefore concluded that  l iver ret inol uptake could be inhibited in obesity rats.
Final ly, the retinol content in the kidney was increased significant ly in 
diabetes. Expression of RBP4 and Raldh was also decreased markedly by 
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diabetes. Therefore, vitamin A metabolism, especial ly ret inoic acid product ion, 
is l imited in the kidney during diabetes. The GK rat is known to develop 
nephropathy, with disorders of excret ion and resorpt ion in the kidney having 
been reported. I t  is well  known that retinoic acid improves glomerular disease. 
In our experiments we observed a decrease in RAR in GK rats, indicat ing a 
low production of ret inoic acid. Interest ingly HSP70 is the target  gene of 
ret inoic acid and accordingly we analyzed HSP70 expression in another group 
of GK rats and observed a significant decrease in these levels. HSP70 is 
known to act as a molecular chaperone and in protein folding, with decreased 
expression occurring dur ing cancer format ion. On the basis of these findings 
we suggest  that a decrease in kidney HSP70 expression may lead to diabetic 
nephropathy.
In conclusion, our results demonstrate that vitamin A metabolism is 
affected differently in obesity and diabetes. In part icular,ret inol metabolism 
in the kidney is affected great ly by diabetes. From these results, we suggest 
that ret inoic acid treatment may improve diabetes and its associated 
nephropathy.
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Inoue et  al, have reported the identificat ion of a transcript ional act ivat ion 
core DNA -element (GLUT4 knock-down-dependent transcript ional 
act ivation) in the RBP4 promoter of lent iviral shRNA-mediated GLUT4 
knockdown 3T3-L1 adipocytes, and the identificat ion of 20 S proteasome 
subunit  beta type 1 (PSMB1), which binds to the G4KA element. RNA 
interference knockdown of PSMB1 inhibited the expression of a RBP4 
promoter-reporter construct . PSMB1 is a transcript ion factor for RBP4.
In the present study, we investigated the regulat ion of the subcellular 
localizat ion of PSMB1 and observed a t ranslocat ion of Y149F PSMB1 to the 
post-nuclear. Luciferase act ivity was not influenced by the exogenous WT. In 
contrast , luciferase activity was enhanced by the expression of Y149F PSMB1  
in a dose-dependent manner.
These results suggest that the phosphorylation on Y149 site in PSMB1 
contributes to both its cel lular localizat ion and its transcript ional act ivity.
Here we suggest a novel regulation model of RBP4 expression via PSMB1.
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